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摘要: 利用发光细菌毒性检测技术( M icr oto x)研究了 M icr oto x 技术对印染废水毒性检测的条件, 活性染料及降解中间
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. 本文在监测柠檬酸杆菌降解印染废水中蒽





1. 1  材  料
菌种: 柠檬酸杆菌 CK3( Citrobacter ck3)由本实
验室保存.
明亮发光杆菌( Photobacter ium p hosphoreum )由
中科院南京土壤研究所提供.
模拟印染废水:十二水硫酸氢二钠 31. 7 g,磷酸二
氢钾 3 g,氯化铵 0. 5 g,氯化钠 0. 5 g ,二水合氯化钙 4
mg, 硫酸镁0. 12 g ,维生素B1 0. 15 mg ,葡萄糖8 g,蒸
馏水 1 000 mL,染料 50 m g.本研究所用的印染废水均
为模拟印染废水.
1. 2  发光菌菌液的制备[8]
液体培养基:胰蛋白陈 5 g,酵母浸出汁 5 g, NaCl
30 g, Na2 H PO 4 5 g, KH 2PO4 1 g, 甘油 3 g, 蒸馏水
1 000 mL, pH 7. 0.
固体培养基:培养液 l 000 mL,琼脂粉 16 g.
斜面菌种培养: 将发光菌冻干粉用 0. 5 mL 2. 5%
NaCl溶液悬浮,转入 50 mL 培养液( 250 m L 锥形瓶)
中, 20 e 恒温摇床振荡培养 24 h后转接于固体培养基
(试管斜面) , 经 20 e 培养 24 h为第一代斜面菌种;第
一代斜面菌种再转接于固体培养基,经 20 e 培养 12 h
后为第二代斜面菌种,备用.冰箱保存的菌种同样需经
活化两代后备用.
摇瓶菌液培养: 取第二代斜面菌种, 接入 50 mL
培养液( 250 mL 锥形瓶)中, 20 e 摇床振荡培养 12~
14 h( 120 r/ m in) .
菌液制备: 取一定量上述培养液, 用 3% NaCl溶
液稀释, 稀释液的初始发光度在 600~ 1 000 mV 之
间,将稀释液放入摇床不断振荡充氧待用.
1. 3  柠檬酸杆菌 CK3降解模拟印染废水实验
将柠檬酸杆菌 CK3转接入 LB培养基活化 6 h左
右,然后将活化菌液( OD = 0. 2)转接入模拟印染废水
中进行厌氧培养.
1. 4  待测样品萃取物[9- 10]
培养液在 8 000 g 下离心 15 m in, 去除上清液,用
二氯甲烷萃取, 经无水硫酸钠脱水,高纯氮吹脱二氯甲
烷后,于 3% NaCl溶液中制成毒性测试液.
待测上清液:培养液在 8 000 g 下离心 15 min,去
除微生物细胞得到.
1. 5  毒性检测
取 2 m L 用 3% NaCl稀释好的测液于具塞磨口比
色管(直径 1. 2 cm, 高 5 cm)中, 每个浓度组做三个重
复.迅速取 0. 05 mL 稀释菌液于各比色管中, 加塞上
下振摇 10次,去塞, 15 min后将比色管插入生物毒性
测试仪中,进行发光强度的检测(以仪器中光电倍增管
受光量子感应后产生的微电流 m V 为信号, 计量发光
量) , 并以培养基或 3% NaCl为对照, 结果用相对发光
度表示(样品管与对照管发光强度的比值( % ) ,取 3次
重复测定的平均值) .
1. 6  数据处理
计算相对发光度或相对抑光率:
相对发光度( T %) = (样品管发光度/对照管发光
度) @ 100%





发光度为 50%时所对应毒物的稀释浓度, 即 EC50值.
2  结果与讨论
2. 1  Microtox 技术对印染废水毒性检测的可
行性研究
由图 1可知,发光菌相对发光度在 pH 为 3时是
27% , pH 为 4时相对发光度急升到 71%, pH 为 5、6、
7时,相对发光度增加变缓, 但达到较高值, 分别是
80%、89%、92% , pH 增大到 8时,相对发光度开始下
降,但也保持较高值,有 84% ,再增大 pH ,相对发光度
急剧降低, pH 为 9 和 10 时, 相对发光度值分别是
66%和 34% .本研究中所用的发光菌是从海水中筛选
得到的一株明亮发光杆菌, 由于海水具有较强的 pH
缓冲能力,反应在图 1上时,即当 pH 在 5~ 8时,发光
菌保持较强的发光强度,相对发光度都在 80%以上,
而当 pH 呈强酸或强碱时( pH < 3 或 pH > 10) , 发光
菌发光微弱(相对发光度 RL < 35% ) . 本研究中模拟





而降低, 而当盐度处于 2. 5% ~ 4%之间时, 发光菌的
 图 1  pH 对发光菌相对发光度的影响
F ig . 1  Effect o f pH on relativ e luminosity
 图 2  盐度对发光细菌相对发光度的影响
F ig . 2  Effect o f NaCl co ncentration o n r elative luminos-i
ty
相对发光度变化不大, 均保持在 90%以上. Microtox
技术对盐度做出严格的要求[ 12] , 操作时候必须维持
3%的盐度,从图中可知, 这是由于在 3%左右的时候,
发光菌的发光度比较稳定,并且具有较强的发光能力.
本研究中印染废水初始盐度在 0. 5%, 采用 Microtox
技术来检测时, 只要升高盐度到 3%即可. M icr otox 技
术的优势明显, 该方法操作快速, 结果准确, 可以用来
检测印染废水的生物毒性.
2. 2  活性染料及降解中间产物对发光菌的毒
性反应




断减小,其中图 3-( a)、( b)、( c)回归方程分别是 y= -
1 142. 9x + 102. 25( R2 = 0. 965 2, p < 0. 01) , y = -
844. 05x + 91. 917( R2 = 0. 818, p < 0. 05) 和 y = -
1 304. 8x+ 100. 42( R2= 0. 933 3, p< 0. 01) ,由回归方
程知活性蓝 KN-R的 EC50-15 m in 值和 KN-3B相近,
分别达到 0. 050和 0. 046 mg / mL, 而活性黑 KN-B的
EC50-15 m in值是 0. 039 mg/ mL.在 0~ 0. 02 mg/ mL
之间, 活性蓝 KN-R 相对发光度减弱绝对值却有
40% ,比另外两种染料在这一区间减弱的绝对值要大
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 图 3  活性红 K N- 3B( a)、活性蓝 K N- R( b)和活性黑 K N-
B( c)对相对发光强度的影响
F ig . 3 Effect of KN- 3B( a ) , K N- R( b) and K N- B( c) on
relat ive lumino sity
(活性红 KN-3B 和活性黑 KN-B 分别减弱 15% 和
17% ) ;当 cK N-R> 0. 02 mg / mL 后,相对发光度的减弱
趋势变缓慢,在 0. 02~ 0. 07 m g/ m L 之间,减弱绝对值
仅为 20%,比另外两种偶氮染料在这一区间减弱的绝
对值小很多(活性红 KN-3B和活性黑 KN-B分别减弱
65%和 63% ) ;染料浓度同为 0. 07 mg / mL 时, 活性红
KN-3B的相对发光度为 15%, KN-B 也是 15%, 而











酸,再释放苯胺 [ 15- 16] .其中图 4-( a)、( b)、( c)、( d)的回
归方程分别为 y= - 527. 38x+ 101. 18( R 2= 0. 940 4,
p< 0. 01) , y= - 225. 89x + 102. 96( R
2
= 0. 938 9, p<
0. 01) , y = - 453. 57x + 110. 68( R
2
= 0. 900 2, p <
0. 01)和 y = - 124. 64x+ 100. 68( R2 = 0. 911 3, p <
 图 4  间氨基苯磺酸( a)、邻氨基苯磺酸( b)、对氨基苯磺
酸( c)、苯胺( d)对相对发光强度的影响
F ig . 4  Effect o f met anilic( a) , o rthanilic( b) , sulfanilic( c)
and aniline( d) on relative lum ino sity
0. 01) ,由回归方程知间氨基苯磺酸、邻氨基苯磺酸和
对氨基苯磺酸 EC50-15 min值分别为 0. 097、0. 230和
0. 130 mg/ mL, 相比于 KN-R、KN-3B 和 KN-B 的




渐增大.苯胺 EC50-15 min 值为 0. 41 mg/ mL,活性染
料降解到苯胺时生物毒性下降更加明显, 较 KN-B 、
KN-3B和 KN-R下降了 10倍左右, 但由于活性染料
所带的基团比较多, 其降解过程产生的中间产物比较
复杂,特别是 pH 值对降解的途径影响很大,有文献报
道 KN-B在酸性条件下降解产生乙基稀砜 [ 17] , 乙基稀
砜生物毒性大, 活性染料如果以这一降解途径降解,那
生物毒性不是变小, 而是升高.
2. 3  柠檬酸杆菌降解活性染料过程中的 pH
及毒性变化
本研究以偶氮染料活性黑 KN-B 为研究对象, 考
#871#第 6 期             王宾香等: M icro tox 技术在印染废水污染监测中的应用研究
 图 5  pH 在染料降解过程中的变化
F ig . 5  Changes of pH in the degr adat ion process
察其在降解过程中的毒性变化. 配制一定量的印染废
水,接种经两次斜面活化的柠檬酸杆菌,培养过程中培
养基 pH 变化见图 5. 由图 5可知,培养液初时 pH 变
大,在 12 h 时 pH 达到 7. 9, 但随着培养时间的延长,
在 12~ 36 h间, pH 由 7. 9降到 5. 0, 由于代谢中间产
物的产生和累积,酸性代谢中间产物改变了培养液的
pH ,酸性代谢产物越多, pH 越低; 当培养到 72 h 后,




取物的毒性不断变小. 0~ 36 h 间, 萃取物的相对发光
度从 32%升到 63%, 活性发光细菌数量增加, KN-B
消耗多,溶液中的生物毒性也降低;养到 72 h, 相对发
光度达到 72% ; 72~ 108 h之间,相对发光度由72%升
到 78% ,萃取物的相对发光度变化幅度趋于温和.
培养过程中培养基上清夜对发光细菌相对发光度
的影响见图 7. 0~ 24 h,上清液相对发光度持续增高,
由 32%升到 53% ,几乎成线性递增, 36 h相对发光度
弱增到 56% , 36 h后,上清液的相对发光度开始下降,




, 相比较 KN-B 的 EC50-15 min
( 0. 039 mg / m L) , 对氨基苯磺酸和苯胺的 EC50-15 min
(分别是 0. 13和 0. 41 mg / mL)大为降低,从而溶液中
的生物毒性也降低; 由于染料的代谢途径较多,对氨基
苯磺酸和苯胺并不是 KN-B的唯一代谢中间产物和终
产物, 在酸性条件下, KN-B也可降解成乙基稀砜 [ 17]等
有毒物质,再者 pH 值降低, 生物毒性也会变大, 如图
7,在 36~ 60 h 间, 相对发光度变小. 综合作用下上清
液的毒性变化同萃取物的毒性变化不同, 经过了变小
到变大的两个过程, 变化趋势比较复杂.
3  结  论
Microtox 技术可以有效地检测染料及其降解中
 图 6  培养液萃取物的相对发光度(以培养基为对照)
F ig . 6  R elativ e L uminosity o f ex tr actant ( constrasting
w ith medium)
 图 7  培养液上清液的相对发光度(以培养基为对照)
F ig . 7  Relative L um ino sity o f super nat ant fluid ( co n-
strasting wit h medium)
间产物的生物毒性, 染料本身的毒性远大于中间产物
邻、对、间氨基苯磺酸和苯胺的毒性; M icr otox 技术检
测到培养液萃取物的毒性在降解过程中不断减小, 而
上清液的毒性变化却比较复杂, 经过了先下降后增高
的过程, 这是由于酸性中间产物的累积, 导致 pH 降
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Application of Microtox Technique in Monitoring of
Dye House Waste Pollution
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Abstract: T he pr oper condiction o f dy e ho use w aste to xicity measuring was studied by M icr otox test in this paper , the M icrot ox
test was also used to assay the tox icity o f reactive dye and its metabolites, and the pro cess of Citro bacter to degr ade reactiv e dye fro m
dy e ho use w ast e w as detected in this paper . It has been found that the biotox icit y of reactiv e dye and its metabolites were successfully
assay ed by M icroto x t est. Reactive dye w as more to x ic than it s met abo lit es, such as sulfanilic acid, ort hanilic acid, met anilic acid and
aniline. M icro tox test demonstrated a decr ease in the to xicity of cultur e ext racts fr om the culture containing r eact ive dy e, and a de-
cr ease fo llowed w ith an incr ease in the tox icit y of culture super natants over the incubat ion per io d. T he metabo lites and chang e of the
co mpo nent of t he medium and pH v alue must be respo nsible for the to x icity o f the cultur e supernate tog ether.
Key words: pho to bacterium; M icro tox test; biot ox icity ; envir onmenta l monito ring
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